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(57) Abstract: The invention relates to a trophic composition in an aqueous medium comprising a complex nutritive base. The 
aforementioned base comprises, as a minimum, multiple amino acids, vitamins, trace elements and nietallic salts, and is fiee of any 
cell growth factors, any biological extracts of animal or cell origin and any active therapeutic agents. The inventive composition is 
characterised in that, in addition to the complex nutritive base, it also comprises an inhibitor of the collagenases of corneal eirithelium 
in himians or animals. The composition is airtfaer characterised in that it is formulated with the complex natritive base in order to 
establish a pH of between 7.3 and 7.5 and an osmolarity of between 300 and 350 ra Osm. 

(57) Abr^£ : Composition trophiqoe en milieu aqoeux comprenant une base natritive complexes constitute, au moins par une mul- 
dpUcit6 d'acides aminds. des vilamines. des oHgo-^l^ments. et des sels mdtalliques, ladite base excloant tout facteur de cioissance 
cellulaire. tout exiiait biologique d'origine animale ou cellulaire, et tout principe actif thtopeutique, ladiie composition ttant carac- 
t6ris6e en ce que : - outre la base nutritive complexe. elle est consrim6e par nn inhibitcur des collagenases de Tfipithflium comden 
Chez I'homme ou ranimal, et par un promoteur de la synth^ da ntocollag&ne ; - elle est formuMe, avec la base nutritive coitqilexe, 
pour dtablir un pH compris entre 7.3 et 7,5 et une osmolaritt comprise entre 300 et 350 m Osm. 
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Utilisation ophtalmique et ophtalmologique cf une base nutritive complexe en 

milieu aqueux 



S La prdsente invention conceme I'utlllsation ophtaimique et 

opiitalmologlque d'une base nutritive complexe, aussi bien chez I'homme que 
Chez ['animal. 

Par "ophtalmique" on entend qu'une base nutritive complexe telle 
que dSfinie et ddcrite ci-aprds peut dtre mise en ceuvre dans dlverses 
10 applications, non thdrapeutiques, en relation avec Toeil chez Thome ou Tanimal, 
et plus pr6dsdment en relation avec la surface ext^rieure ou rext6rieur de la 
cornte. 

Par "ophtalmologique" on entend que la m6me base nutritive 

complexe peut §tre mise en oeuvre dans le traitement thdrapeuttque ou clinique 
IS de roeil chez I'homme ou i'animal, et plus precisdment en application, par 

exemple locale, au contact extSrieur de la cornde. 

Plus partlcuiidrement, aux fins des utilisations prdcddemment 

dSffnies, la pr^sente Invention sintdresse aux compositions trophiques 

comprenant une base nutritive complexe. 
20 Par base nutritive complexe, on entend toute composition ou 

formulation, en milieu aqueux, se distinguant, comme pr^cis^ c!-apres, d'un 

milieu de culture cellulaire, m§me si elle penmet, en gdndral, comme ce dernier, 

une culture in vitro viable pencteint au molns 72 heures d'un inoculum de 

certalnes cellules prdddterminSes. 
25 Diff6rents milieux de cultures ont dt§ effectVement ddcrits, et sont 

commerciaiiste. Ainsi, s'agissant de la culture in vitro de k^ratinocytes, on peut 

citer : 

BOYCE ST, HAM RG, Calcium-regulated difTerentiation of 
normal human epidermal kerab'nocytes In defined clonal culture and serum-lree 
30 serial culture ; J. Invest Dermatol. 1983; 81: 335-409 ; 

BOYCE ST, HAM RG, Cultivation, frozen storage, and clonal 
growth of normal human epidermal keratinocytes in serum-free media ; 
J. Tissue Culture Methods 1985 ; 9 : 83-93 ; 

le milieu commerdal ddnommd MCDB 153, commercialism 
35 notamment par les Sodet^s IRVINE SCIENTIFIC et GIBCO-BRL ; 
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les milieux commerclaux ddnommSs DMEM (DUBECO 
Modifled-Epidermal Medium) ; KSFIVI de GIBCO-BRL. etc... 

De teis milieux de cultures Incorporent, pour §tre actlfs, des 
facteurs de croissance celtulaire, solt que ces fiacteurs sont compris au depart 
S dans la composition du milieu de culture, sott que ces facteurs sont produfts au 
moment de la culture, par exemple par une couche nounid§re de fibroblastes, 
s'agissant de la culture de k^ratinocytes. 

Une base nutritive complexe, telle que considSrde seion la 
pr6sente invention, ne comporte pas dans sa mise en oeuvre de facteur de 
10 croissance, par exemple, d'EGF (Epidermal Growth Factor). 

Beaucoup des milieux de culture prdcddemment fdentiflds 
comportent des extraits biologlques, par exemple d'origlne animate, cellulaire, 
ou autre, c'est-d-dire obtenus A partir d'une matidre premiere blologique. Au 
rang de ces extraits biologiques, on peut citer, d titre d'exemple, tout s§rum de 
15 veau foetal, tout extrait de tige pituitaire de boauf. 

Par nature, ces extraits ont une composition variable, voire 
Ind6terminde. 

Une base nutritive comptexe, telle que considSrde seion la 
pr^sente invention, ne comporte aucun extrait blologique tel que ddfini 

20 pr6c6demment. 

Ces mgmes milieux de culture pr6c6demment identifies 
comprennent, dans certains cas, dIffSrents prindpes actifs th^rapeutiques, 
utilises en tant que medicaments, et ce pour favoriser la conservation, et/ou, 
refficadtd du milieu de culture. 

25 Au rang de ces prindpes actifs, on peut citer certains antibiotiques, 

par exemple la p^niciliine et/ou la streptomyclne, seules ou en melange, 
certalnes hormones, par exemple la toxine choi^rique, Tinsuline. 

Une base nutritive compiexe, considdrte seion la pr6sente 
invention, ne comporte pas de prindpe acfif mSdicamenteux. 

30 De teiles bases nutritives complexes, au sens oO ceiles-cl peuvent 

dtre utilisdes, seules ou en combinaison avec d'autres composants, en tant que 
produit actif ou comma excipient, ont 6t6 ddcrites dans le document WO 
96/21421, 

De teiles bases nutritives complexes sont constitutes en milieu 
3S aqueux par au molns, une multiplicity d'addes aminds, dont certains 
essentiels, difF6rentes vltamines, des oIlgo-6l6ments, et des sels m6taliiques. 
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Confomn^ment au document WO 96/21421, une telle base nutritive 
compiexe a, par exempie, la composition suivante, selon Tableau 1 ci-apr6s : 

Tableau 1 





Concentration 
en mg/l 


Eau 


q.s.p. 


Acldes amines 
L-Alanlne 


9.2 


L-Arginino HCL 


421.4 


Acldes aminte (suite) 




L-Asparaglne (anhydre) 


14.2 


Acide L-aspartiqua 


4.0 


L-Cyst6ine HCL H2O 


42.0 


Acide L-glutamfque 


14.8 


L-Glutamlns 


1754.4 


Glydne 


7.6 


L-Hlstldine HCi. H2O 


50.0 


L-lso(eucine 


6.0 


L-Leucine 


131.2 


L-Lysine HCI 


54.0 


L-M6thionin© 


13.5 


L-Ph6nylalanine 


10.0 


L-ProHne 


34.6 


L-S6rlne 


126.1 


L-Thr6onlne 


24,0 


L-Tryptophane 


9.3 


L-Tvr08lne 2 Na 2H20 


11.7 


L-Valb)e 


70.3 


Vitamines 


0.02 


d-Blotlne 


Acide folique 


0.80 


Nfcotlnamide 


0.04 


D-Ca Pantothenate 


0.30 


Pyridoxine HCI 


0.06 


Riboflavine 


0.04 


Thiamine HCI 


0.30 


l-lnosltol 


18.0 


Pyruvate de sodium 


55.0 


Thymidine 


0.73 


Adenine (HCI) 


24.0 


Acfde DL-HpoTQue 


0.20 


Comoosants inoraaniaues 


6800.0 


Chlorure de sodium 


KCI 


112.0 


Naa HPO4 


284.0 


CUSO4.5H2O 


0.003 
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COMPOSANTS 


Concentration 
en mg/l 


; Acetate de sodium 


300.0 
(anhydre) 


D-Glucose 


1080.0 


HEPES (pip6ra2ine) 


6600.0 


Pho3phorvl^ti^nolamine 


0.06768 


Ethanolamine 


0.04684 


Sulfate de sodium 


3.4 


Bicarbonate de sodium 


1160.0 


FeSOa-THaO 


1.39 


MgCta.eHaO 


120,0 


CaCl2,2HiO 


De 13.0 d 22.05 


ZnS04.7H20 


0.144 




0.00120 


Na2Si03.5H20 


0.142 


Coniposants Inoraaniaues (suite) 




IV]nCl2.4H20 


0.00002 


SnC{2.2H20 


0.00011 


NhUVOi 


0.00057 



Conform6nnent au document WO 02 087326, on d§crlt et propose 
une composition ophtafmique ou ophtaimologique comprenant un derive 
vltaminique. en tant qu'agent tensio-actif, non ionfque, et un agent ou 
5 consen^leur cationlque, par exemple le polyhexam6thyldne biguanide, et un 
agent disinfectant, par exemple du peroxyde d'hydrogdne. Cette composition a 
essentlellement des propri6t6s nettoyantes et dteinfectantes* mais non 
rdgindi^ntes au niveau de la com6e. 

ConformSment au document US 5 654 266, on decrit et propose 

10 une composition essentieliement saline et tamponnde pour la conservation et 
le ringage de tissue avant une transplantation, par exemple des comdes 
destinies d dtre greffies. La composition proposde comprend d titre prindpal 
du phydroxy-butyrate, dimlnuant la production et {'accumulation d'acide lactlque 
dans les tissus stockis. 

15 Conformiment au document EP 0 517 970, on d6crit et propose 

une solution pour Tirrigation Intra-oculaire des chambres anterleure et 
postdrieure de roeil, d des fins de chirurgle ocuiaire, avec des propri6t§$ 
riparatrices unlquement de Pendothdiium cornien, c'est-d-dire dans la 
chambre antirieure de rcsil. 

20 Confbrmdment au document JP 02 083318, on d6crlt une 

composition nettoyante de I'oeil comprenant des sels d'ammonlum quaternaire, 
du ciiondroitine-suHate de sodium et de racide glycyrrhitinique, ainsi que des 
alcoliols, dont propyldne-glycol. 
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Confomi6ment au document WO 026495, on d§crlt une 
composition d'entretien d'une lentllle de contact, en partlculier pour son 
impr6gnation, comprenant des vltamines, Tobjectif poursulvl §tant de relarguer 
ladite composition au contact de la comde, d partir de la lentllle de contact 
S imprdgnde. 

La prteente invention a pour objet rutilisation ophtalmique ou 
ophtalmologique d'une base nutritive complexe telle que prdc^demment 
definie, par exemple par rinterm6dialre d'une composition trophlque 
comprenant ladite base, en particulier pour amdliorer la viabillt6, par exemple 

10 en cas d'agression ou de stress, et maintenir I'mt6grit6 et i'dquiiibre des 
cellules dpIthSllales de la corn6e de I'oeil, chez Thomme ou I'animal. 

Pius particulidrement, la pr6sente Invention a pour objet une telle 
utilisation pour am§ilorer la vlabiiitd, la croissance, et la diff6renciatfon des 
cellules de r^p[th6lium com§en, chez i'homme ou Tanimal. 

IS Conform^ment d la pr^sente invention, la composition trophlque en 

milieu aqueux pouvant dtre mise en ceuvre comprend : 

- une base nutritive oompiexe, constitute, au moins, par une 
mulHplicit§ d'acides amines, des vitamlnes, des oligo-6I6ments, et des seis 
m6talliques, ladite base excluant tout facteur de croissance cellulaire, tout 

20 extralt biologlque d'origfne animale ou ceilulaire, et tout principe actif 
th§rapeutique, 

- un inhibiteur des collagtnases de I'dpithdiium comeen chez 
rhomme ou Panlmal, 

- et un promoteur de la synthase du ndooollagdne. 

25 

Pr6f6rentiellement la composition trophlque est formulae, avec ia base nutritive 
complexe, pour dtablir un pH ramprls entre 7,3 et 7,5, et une osmolaritd 
comprise entre 300 et 350 mOsm. 

30 

DiffSrents Inhibiteurs de collagdnase sont dej^ connus, 
fonctionnellement et/ou chimiquement, et on se rSfSrera enparticulleur aux 
documents suivants : 

- Bemnan; Int Ophtaimol. Clin. 1975 Winter ; 15(4) : 49-66 

35 . Haffher JC, Fecteau KA, Eilet H, Vet. Ophtaimol. 2003 Mar ; 

6(1): 67-72. 
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Diff6rents promoteurs de la synthase du n6ocoIlag§ne sont d6jd 
connus. at on se r6f§rera en particulier aux documents suivants : 

- Bellon G, Monboisse JC. Fandoux A, Borel JP, Biochim. Blophys. 
Acta. 1987, Aug 19, 930 (1) : 39-47 

S - Kefalides NA, Cameron JD, Tomicheck EA, Yanoff J Biol 

Cham. 1976, Feb 10 ; 251(3) : 730-3. 

Selon rinvention, la composition trophtque prSsente 
avantageusement les caractdrlstiques suivantes, ces demidres dtant 
consid6r6es seules ou en comblnaison : 
10 - i'lnhtbiteur des cotlagSnases est choisi dans le groupe 

constitud par la cysteine, la IM^cdtyl cysteine, et le sei de calcium de TEDTA ; 
rinhlbiteur des collagdnases est la N-ac6tyl cysteine ; 
rinhlblteur des collagSnases represents au maximum 5 %, et 
de preference entre 0,05 et 0,5 % en poids de iadite composition ; 
IS - le promoteur de la synthase du neocollagene est la proline ou 

i'hydroxyproline ; 

le promoteur de la synthase du neocoilagdne reprdsente au 
maximum 0,5 et de preference 0,004 % en polds de iadite composition ; 

la composition troplilque comprend de I'acide hyaluronique, 
20 et/ou un sel de Tacide hyaluronique, dans une proportion ponderale totale de la 
composition, au plus egaie e 0,1 %, et de preference egale d 0,07 % ; 

la composition trophique comprend un conservateur, dans une 
proportion ponderale de la composition, au plus egale a 0,0001 % ; 

le conservateur est le polyiiexanide ou polyhexamethyiene 
25 biguanrde (PHMB) ; 

la composition trophique repond e la formuie decrite par le 
Tableau 2 dans la description. 

Par rapport e la composition selon le tableau 1, la composition 
selon le Tableau 2 differe de cette demiere sur les points suivants : 
30 - elle ne comprend pas de >4tamine B12, de putrescine 2HCL, de 

Naz SiOa 

- elle comprend, et un inhlbiteur de collagenase, et un promoteur 
de la synthese du neocollagene 

' ses caracterisfiques de piH et d'osmolarite permettent 
3S i'oxygenation de I'epitheiium comeen et Pactivite du lysozyme des larmes. 
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L'invention conceme 6galement ('utilisation d'une composition 
trophique telle que pr6c6demment d6crite en tant que medicament en 
ophtaimologie ou oontactologle. chez Thomme ou Tanlmal, par application, par 
exemple locale, au contact extdrieur de la com^e. 
5 Elle conceme dgalement un tel mddlcament sous fomie liquide, ou 

sous forme sdche, o'est-d-dire pour reconstftutton avec un milieu aqueux. 

Dans une variante, un tel medicament est sous forme liquide, par 
exemple sous la forme de gouttes, ou de larmes r6g6n6rantes, ou de collyre, 
ou de solution. 

10 AInsi, d titre d'exemple, la pr6sente invention propose un collyre 

comprenant une composition trophique tefle que ddflnle prdcddemment, 
permettant de cicatriser la comde, ou pour pr^venir les adh6rences 
conjonctivales. 

Un tel collyre a les indications suivantes : 

15 - ulcerations corn^ennes d'origfne traumatique ou autre, brOlures 

de la cornee ; 

prevention des adherences oonJoncHvales et 
corneo-conjonctivales (symbiepharon) ; 

xerosis conjonctival et corn6en. 
20 L'invention concerne 6galement une solution ophtalmique, par 

exemple, de confort, pour application locale au contact ext6rieur de la corn6e, 
Chez i'homme ou chez I'animal, comprenant par exemple une composition 
trophique telle que precddemment definie. 

AInsI, la presente Invention propose, par exemple, « des larmes 
25 r6gen6rantes », comprenant une composition trophique telle que d6flnle 
precedemment, pour I'hydratation de lentilles de contact et la regeneration de 
la comee, chez I'homme ou Tanimal. 

De telles cciarmes regendrantes lubrlfient accessoirement ia 
comee. En definitive, eiies evttent ou llmltent I'erosion prematuree de la comee, 
30 sous ['action de lentilles de contact, r^ldes ou seml-tlgides en parHculier. Et 
ces « larmes regen6rantes » ameiiorent le confort visuel, et augmentent la 
duree de port possible de lentilles de contact 

AInsI, la presente invention propose, par exemple, des gouttes de 
confort, pour les utilisafions suivantes : 
35 - sedieresses oculaires d'origlne iatragene (liees notamment e 

I'emploi de retinoTdes topiques ou systdmiques, d'antihrstaminlques, 
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d'antiparkinsoniens, de betabloquants, de spasmolytiques, d'anxiolytiques, de 
neuroleptiques, d'antJd6presseurs et de bronchodilatateurs. etc.,.)* 
entraTnant un Inconfort, en partlculler chez les patients porteurs de lentilles de 
contact ; 

S - sdcheresses oculaires chez les personnes dg^es. 

L'lnvention oonceme Sgalement ['utilisation d'une base nutritive 
complexe telle que pr^c6demment d6finie pour ie traitement, par exemple la 
conservation, de places ou proth§ses, par exemple lentilles de contact, 
agencies pour venlr au contact par TextSrieur de la cornde oculaire, chez 
10 rhonrvne ou Tanlmal. 

Elle concerne d ce tltre une solution pour la conservation, ou Ie 
stockage. ou le transport ou la mise en oeuvre (par exemple chirurgica(e)de 
pidces ou prothdses, par exemple lentilles de contact, agencies pour venir au 
contact par I*ext6rieur de la com6e oculaire. chez Thomme ou I'anlmal. 
15 Grace a une base nutritive complexe telle que pr6cedemment 

d6finle. et en particulier d une composition trophique selon la pr6sente 
Invention, et comme dSmontrd par les dtudes exposdes ci-aprds, les propridtds 
intrihsdques primaires de i'6pithelium oomten sont pr6sen^6es durablement. 
tout en augmentant sa r6sistance aux agressions, et favorisant, le cas 6ch6ant, 
20 son retbur d un dtat d'§quilibre. 

La pr6sente invention est maintenant ddcrite et exempiifiSe. d partir 
d'une composition trophique en milieu aqueux, ayant la formula selon 
Tableau 2. 



25 



Tableau 2 



NBRE 
UGNE 


DENOMINATION 
INTERNATIONALE 

NOMENCLATURE 

COSMETtQUE 
INGREDIENT (NOM 

iNcn 


CONCENTTRATION 
Enmg/I 


1 


EAU 




2 


CHLORURE DE 
SODIUM 


6800 


3 


GLUTAMINE 


1754.4 


4 


SODIUM BICARBONATE 


1160 


5 


GLUCOSE 


1080 


6 


ARGININE HCL 


421.4 


7 


SODIUM ACETATE 


300 


a 


DISODIUM PHOSPHATE 


284 


9 


LEUCINE 


131.2 


10 


SERINE 


126.1 


11 


CHLORURE DE Ma 


120.0 


12 


CHLORURE OEK 


112 


13 


VALINE 


70.3 



NBRE 
UGNE 


DENOMINATION 
INTERNATIONALE 
NOMENCLATURE 

COSMEHQUE 
INGREDIENT (NOM 

iNcn 


CONCENTRATION 
Enmgfl 


14 


SODIUM PYRUVATE 


56 


15 


LYSINE HCL 


54 


16 


HISTIDINE HCL 


50 


17 


CYSTEINE HCL 


42 


16 


ADENINE 


24 


19 


THREONINE 


24 


20 


CHLORURE DECa 


20.05 


21 


INOSITOL 


18 


22 


ACIDE GLUTAMIQUE 


14.8 


23 


ASPARAGINE 


14.2 


24 


METHIONINE 


13.6 


25 


TYROSINE 


11.7 


26 


PHENYLALANINE 


10.0 


27 


TRYPTOPHANE 


9.3 
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NBRE 
UGNE 


DENOMINATION 
INTERNATIONALE 
NOMENCLATURE 
^COSMETIQUB 
INGREDIENT (NOM 
INCI) 


CONCENTRATION 
EkiRigfl 


28 


ALANINE 


9.2 


29 


GLYCINE 


7.6 


30 


ISOLEUCINE 


&o_ 


31 


ACIDE ASPARTIQUE 


4.0 


32 


SCU)IUM SULFATE 


3.4 


33 


SULFATE FERREUX 


0.003 


34 


ACIDE FOLIQUE 


0,8 


35 


THYMIDINE 


0.73 


36 


CYANOCOBALAMINE 


0.41 


37 


CALCIUM 
PANTOTHENATE 


0.3 


38 


THIAMINE HCL 


0.3 


39 


ACIDE THIOCTIQUE 


0.3 


40 


ZINC SULFATE 


D.144 


41 


SODIUM SILICATE 


0.142 


42 


PYRODIXINE HCL 


0.06 


43 


NIACINAMIDE 


0.04 


44 


RIBOFLAVIN 


0.3 


46 


BIOTIN 


0.02 


46 


SULFATE DECUIVRE 


0.003 


47 


AMMONIUM 
MOLYBDATE 


0^120 


48 


AMMONIUM VANADATE 


0.003 


49 


CHLORURE DE Mn 


0.00002 


50 


HYALURONATE DE 
SODIUM 


70 


61 


POLYHEXANlDEou 

POLYHEXAMETHYLENE 

BI6UANIDE 


0.1 


52 


N-ACETYL-CYSTEINE 


50O 


53 


HYOROXYPROUNE ou 
PROUNE 


35 
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Conform6ment d la definition seion la prdsente Invention de la 
composition trophique, les ingr6dfents en miiieu aqueux de fa base nutritive 
complexe sont tous ceux num6rot6s de 1 ^ 49, tandis que les ingr6dients 50 ^ 
53 sont consid6r6s oomme ext§rleurs d ia base nutritive complexe, at 
permettent son adaptation d un contact exteme avec l'6pith6lium de la comde 
de I'Gell. 

Les Ingredients 50 et 51 sont optionnels, en fonction du r6le ou de 
ia fonction recherch6e pour la composition trophique. 

Par ailleurs, le choix et les proportions des diffdrents ingredients 
sont ddflnis pour etabllr dans la composition trophique flnalement obtenue : 

- un pH oomprls entre 7.3 et 7.5, et pref6ren«eliement compris 
entre 7,42 et 7.45 (pH favorisant roxyg6nation de r§pith6lium com6en et 
I'activite du lyzosyme des larmes). 

une osmolarite comprise entre 300 et 350 mOsm, et par 
exemple, dgale d 340 mOsm. 

Etude n^l 

On 6value la biocompatlbiiite de ia composition trophique 
prec6demment d6finle sur un module d'§pith6lium de com§e humain 
reconstitue. 

A partir de la fomiule seion Tableau 2, on d6finit et formule quatre 
variantes, appeiees respectlvement : 

sans Hyaluronate de sodium (ingredient 50) et sans 
conservateur (ingr6dlent 51). 

sans Hyaluronate de sodium (ingredient 50) et avec 
conservateur (ingredient 51 ). 

avec Hyaluronate de sodium (Ingredient 50) et sans 
conservateur (ingredient 51). 

identique d la formule seion Tableau 2, et done avec 
Hyaluronate de sodium (ingredient 50), et avec 
conservateur (ingredient 51 ). 

Des ajustemente minimes des autres fngrediente sont apportes, 
pour maintenir le pH et rosmolarlte dans les valeurs preoedemment enonc6es. 



EVE1 : 

EVE 2 : 

EVE3 : 
EVE 4 
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La cytocompatibillte des formules EVE 1 d EVE 4 est 6valu6e par 
application topique sur un mod§!e in vitro d'6pith6lium de comde humain 
reconstrult, tel que disponible auprds de la Soci6t6 SKINETHIC 
LABORATORIES, 45 Rue Saint Philippe, 06000 NICE, France. 

Roger W. BEUERMAN et Ua PEDROSA ont ddcrit, par le d6ta(l, 
rultra-structure de la com6e humaine, dans un article intitutd « Ultra-structure 
of the human cornea ». dans le journal « Microscopy Research and 
Technique », 33 : 320-335 (1996), et on s'y r6f6rera en tantque de besoln, 

A partlr de la stmcture naturelle, O. DOUCET et al. ont propos6 et 
d^crit un dpIthSlium de coni6e humaine, tridimenslonnel, reconstrult en 
particulfer pour efiectuer diffSrents essais In vitro de toxicity ; of. Tarticle ayant 
pour Htre « A new In vitro human epithelium model for assessing the eye 
irritation potential of formulated cosmetic products », paru dans « In vitro and 
Molecular Toxicology », 11. 4 : 273-283 (1998). 

Get 6pith6lium de corn6e reconstrult, ou moddie, est obtenu par 
culture de cellules 6pith6liales de oomde, par exempie la lignde HOE, 
disponible et commerclallsde par LSU Eye Center, Louisiana State University 
School of Medicine, New Oiieans, Louisiana, 70112 USA. Les cellules 
6pith6Iiales sent cultlv6es a I'Interface alr/llquide dans un milieu d6flni, et elles 
fomnent un tissu 6pith61ial corn6en, d6pburvu de stratum corneum, 
s'approchant de I'^pitheiium cornden In vivo. 

L'dtude est rdalisde sur de tels dpithdiiums comdens reconstruits, 
tels qu'obtenus au jour de culture (taille : 0,5 cm^), le contrdle quallte des 
diff§rents 6pith6llums aux difTSrents stade de culture 6tant assur§ par la 
Soci6t6 SKINETHIC LABORATORIES, pr6cit6e. conformdment d la publication 
dernidre cit6e. 

Le prIncIpe du test consiste d appliquer ta composition trophique 
directement au contact de I'dpithdllum com6en reconstrult, 15 minutes trois fols 
par jour sur une pdrlode de 7 jours. On realise en paralldle un tdmoln 
6plth6lium corn6en non tralt6. Chaque condition (d Texception du t6moln non 
tralt6) est r6alis6e en double. Aux 2^*"®, 4*""^ et 7*""^ jours d'exp6rimentation, la 
viabllitd cellulaire (test au MTT) est 6valu6e pour chacune des conditions. 

En pratique, 30 pi des compositions trophiques d tester sont 
ddposds 3 fols par jour (^i 9 h, 13 h et 17 h), directement d la surface des 
Equivalents com6ens, pendant 15 minutes. Apr6s oetle p6rlode de contact, les 
compositions en exc6s sont ellmln6es et les fiplthdilums malntenus en 
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incubation d 37**C sous atmosphere humide, 5 % CO2. Cette op6ration est 
r6p§t6e^tous les jours pendant 7 jours. Aux 2^'^^ 4*^^ et 7^™ jours 
d*experImentation, les 6pith6liums reconstruits sont pr^levds pour effectuer le 
test de viabHitd cellulalre. 

Aux 2*"*®, 4*^"^ et 7*™ jours d'expSrImentatlon, les 6pith61iums 
prdlev6s sont rinc§s au PBS et piac6s dans 300 Ml dd MTT (0,5 mg/mi). Apr^s 
3 heures d'lncubation d 37''C, 5 % CO2, les 6pith6liunns sont transf6r6s dans 
1 ,5 nnl d'isopropanol. L'extractlon du produit de cllvage du MTT est r6ans6e 
sous I6g§re agitation, pendant 2 heures S temperature ambiante. La density 
optlque d 570 nm est ensuite mesur6e sur 200 pi de solution, d'extraction. Les 
rdsultats sont exprimds en pourcentage de viabilit6 par rapport au tdmoin (non 
trattd) : 

% Viabitltd [DO (sro nm pndufttsst^} / DO {570 nm tdmoh)] X 100 

Dans les conditions exp6rimentales ainsi definies, on observe un 
maintien total de la viability in vitro des epitheliums de Gorn6e humain 
reconstruits, aprds application topique de chacune des compositions 
trophiques pr^citees. I-a presence du conservateur et de Tacide hyaiuronlque 
aux concentrations d'utilisation ainsi d6finies n'infiue pas sur la viability 
ceilulaire des dpitheiiums qui est maintenue. 

Etude n^2 

Par mise en culture d'un dpith6Uum de cornde humain reconstitud, 
dans les compositions trophiques prdcSdemment d6finies, on compare les 
rSsuItats obtenus par rapport d ceux obtenus par mise en culture dans une 
solution saline tamponnde. 

Le module d'epitheilum corn6en retenu est d Hdentique de ceiui 
dScrit et d6flnl dans i'Etude n'1, mis en culture pendant 72 heures dans la 
composition trophique dtudite. 

Une seule composition trophique est retenue pour cette dtude, d 
savoir celle d6finie par le Tableau 2. appel6e EVE 4 dans I'Etude nM. 

D§s reception des 6pith6liums, le milieu nutritif de transport 
SKINETHIC est 61imin6 et remplacS, pour un des 6pith§Iiums, par 1 ml de la 
composition trophique 6tudi6e. Un second §plth6iium est plac6, pour 
comparaison. dans une solution saline tamponnde (Phosphate Buffered 
Saline, PBS, enrichl en Ca^* et Mg^). La cytocompatibilitS de la composition 
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trophique studies a 6t6 pr6alablement v6rlfiee (absence d'effet cytotoxique, cf. 
Etude prj6c6dent6 n''1). Les dpith6liums sont maintenus en incubation d ST^'C 
sous atmosphere humide, 5 % CO2. Les milieux sont renouvel6s tous les jours. 
Apr6s 3 jours de culture, les 2 Epitheliums reconstruits sont pr6lev6s pour 
effectuer une analyse histologlque. lis sont flx6s par une solution de 
formaldehyde Si 10 % puis Indus dans la parafflne. L'histologie des coupes 
color6es d rhematoxylineMosine est evalu§e en microscopie optique. 

L'interprdtation histopathologlque des coupes prend en compte 
repalsseur et la regularity du tissu epithelial ainsi que la morphoiogie, la 
cohesion et la capaclte des cellules d proliferer. 

Concemant repitheilum cultive pendant 72 h dans la composition 
trophique, I'analyse du preievement montre un epithelium imptante sur fe 
support membranaire. II comporte 6^7 couches de cellules jolntlves (les ponts 
d'union sont visibles). II n'y a pas de eigne de necrose ni de keratinisation de la 
couche superficieile. 

Dans le cas de repitheilum cultive pendant 72 h dans une solution 
saline tamponnee, I'analyse du preievement montre une disparltion quasi-totale 
de repitheilum, seul le support est visible. 11 n'y a pas de couche cellulaire 
identifiable. 

Dans les conditions experimentales definies pour cette etude, on 
observe la survie et la cohesion cellulaire d'un epithelium de com^e humain 
reconstruit, mis en culture pendant 72 h dans une composition trophique selon 
la presente invention. En comparaison, Texperimentation simllaire realisee 
avec une solution saline tamponnee montre une degenerescence complete de 
repltheiium, qui n'est plus Identifiable. 

Etude n^3 

On evalue les proprie^s cicatrisantes de compositions trophlques 
selon I'invention, sur un modeie de cornee humain reconstitue. 

Les quatre variantes de la composition trophique etudiee sont 
identiques e celies definies et decrites dans i'Etude nM. 

Le modeie d'epitheiium corneen, reconstruit. est e I'identique de 
celui decrit et defini dans les Etudes n^'l et n''2. 

Les proprietes cicatrisantes des compositions trophlques etudiees 
sont evaiuees apres application topique sur le modeie precite, sur lequel est 
realisee au prealable une lesion par alteration mecanique. 
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La realisation des lesions ^ la surface des Epitheliums corneens 
reconstryits est opdr^e d ('aide de la pointe d'un scalpel partageant sur leur 
diamdtre chacun des §pith6l[ums. 

Le principe du test consiste d appllquer, immddlatement apn^s le 
traumatisme, la composition trophlque directement au contact de repithdlium 
corneen reconstruit, 15 minutes trois fois par Jour, et ce quotldiennement sur 
une p§riode de 9 jours. On realise en paraildle un contrdle avec une solution 
saline tamponn6e (PBS). Aux 2^™. 4*'"^ 7*"^ et 9*™ jours d'exp6rimentatlon, 
rhistoiogie du tissu reconstruit est evaluEe pour chacune des conditions. Elle 
est compar6e d Thlstologle d'une condition tdmoin de reference correspondant 
d un epithelium non agresse non traite. 

En pratique, 30 pi des compositions trophlques d tester sont 
deposes 3 fois par jour (d 9 h, 13 h et d 17 h) directement d la surface des 
epitheliums comeens pendant 15 minutes. Apres cette periode de contact, ies 
compositions en exces sont eilminees et les epitheliums maintenus en 
incubation d 37*'C sous atmosphere humide, 5 % CQa. Cette operation est 
repetee tous les jours pendant 9 jours. Aux 2*'"^ 4^, 7*"^ et 9*^^ jours 
d'experimentation, les epitheliums reconstruits sont preieves pour effectuer 
I'anaiyse histologique. 

Aux 2^™, 4^""®, 7*'"® et 9*"^ jours d'exp6rimentatlon. les epitheliums 
sont fixes par une solution de formaldehyde e 10 %, puis Indus dans la 
parafRne. L'histologle des coupes colorees e Thematoxylin^eosine est evaluee 
en mtoroscople optique. 

L'evaluation des proprietes cicatrisantes des compositions 
trophlques est realisee par analyse histologique des coupes et observation de 
la reparation de repltheiium au niveau de la tesion induite par le scalpel. La 
localisation des lesions est effectuee par marquage e I'encre de Chine d la 
surfece des epitheliums comeens, avant d'effectuer la coupe histologique 
(coupe transversale de repithenum). 

L'interpretatlon hlstopatholoqique des coupes prend en compte 
repaisseur et la regularite du tissu epithelial, ainsi que la morphologie, la 
cohesion et la capaclte des cellules A proliferer apres le traumatisme opere. 

Des photographies regroupees etablissent, pour cheque condition, 
les coupes transversales des epitheliums realisees en debut de traitement 
(2*"*® jour apres realisation de la l6slon) et au dernier jour de celul-ci (9^® jour). 
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Dans le cas du T^moin (non traits, non agressd), on observe, au 
2^"^^ jour de culture, un 6pith6lium vivace composd de 6 d 7 couches de 
cellules, r^gulidres dans leur fonne (aspect pavimenteux), jointlves. Au 9^ 
Jour de tr^tement, on observe un dpaississement de I'dpithdlium fbrmd d'une 
dizalne de couches de cellules, toujours Jointives et rdgulldres. On note la 
presence d'une couche kdratlnis^e en surface. 

Dans le cas du traltement avec EVE 4 (composition trophlque selon 
Tableau 2), on observe, sur la photographie prise au 2^"^ jour, la l6sion 
realisde au niveau de r6pithdlium, mettant ^ nu le support membranaire. De 
part et d'autre de la plaie, rdplthdiium est vivace. II n'y a pas de k^ratinlsatlon. 
Au jour de traltement, on observe au niveau du repdre rdalisd d Pencre de 
Chine, un dplth6ltum rdpard, conttnu, formd de plusieurs couches de cellules 
relativement rdguiidres (d'aspect plus arrondi que dans le cas du Tdmoin), non 
n^crosSes. On note la presence d'une zone de k6ratinisation dans les couches 
superflclelles. 

Dans le cas du traltement avec une solution saline tamponnde 
(PBS), on visualise au 2^ Jour la zone Idsde, marquee par une perte de 
substance importante au niveau de I'6plth6llum. Au 9^® jour, on observe au 
niveau du repdre un 6pith6flum rSpard, constitu6 de 5 d 6 couches de cellules 
seulement, d'aspect arrondi, turgescentes pour certaines, avec la presence de 
vacuoles. 

Dans le cas du traltement avec les compositions dites EVE 1, 
EVE 2, EVE 3, on observe, pour les prdldvements rdalis6s au 2^"^^ jour 
d'exp6rfmentatlon, la lesion rep6rde par une perte de substance totale. De part 
et d'autre, rspith^lium est pluristratifie, vivace et non k^ratinisS. 

Au 9*"^ jour, pour la formulation EVE 1, on observe un 6pith6Iium 
reconstitud, continu, formd de cellules arrondies, assez rdgulidres avec 
presence de quelques vacuoles. Pour les fomnulations EVE 2 et EVE 3, les 
6pith6llums ont un aspect Identkfue, avec des cellules jointlves et de 
morphoiogle rdguli&re. 

Cependant, I'dpaisseur des Epitheliums apparalt plus mince par 
rapport k celle des Epitheliums traitEs par la formulation EVE 4. 

Dans les conditions expdrimentales ainsi ddflnies, on observe pour 
chacune des conditions testEes une reparation des epitheliums de comee 
humains prealablement leses, au temne des traitements. 
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La formulation EVE 4 (contenant adde hyaluronique &t 
conservateur) permet d'obtenir les meilleurs r6sultats. L'epithditum r6par6 est 
confinu. vivace. pluristratifi6. compose de cellules Jointlves et r^ulidres. 

Etude n'4 

On 6value les proprl6t6s cicatrlsantes de compositions trophlques 
selon la pr6sente Invention, en comparalson avec une solution saline 
tamponn^e. 

La composition trophique 6tudl6e est ^ ridentique de ceile d6finle 
par le Tableau 2. 

Le moddle d'6pllh6llum oom6en. reconstrult, est k ridentique de 
celuf mis en ceuvre dans les Etudes n" 1 d 3. 

Les proprl6t6s cicatrisantes des compositions trophlques sont 
6valu6es par application topique sur un module In vitro d'6plth§llum de corn6e 
humain reconstrult, sur lequel est rdalisde. au pr6aJable, une lesion par 
traumatisme m^canlque. 

La rdaUsation des itelons d la surface des dpithdiiums com6ons 
reconstruits est op6r6e d I'alde de la polnte d'un scalpel partegeant sur leur 
diam^tre chacun des eplth§llums. 

Le prindpe du test consists S appliquer, lmm§dlatement aprds le 
traumatisme, la composition trophique directement au contact de r6pith6lium 
oomSen reconstrult, 15 minutes trols fols par jour, et ce quotldiennement sur 
une p^de de 7 jours. On realise en paralldle un contrtle en solution saline 
tamponnSe (PBS enrichi en Ca** et Mg^). Aux 2*™*. 4*^ et 7*"» jours 
d'exp6rimentation, I'histologie du tissu reconstrult est 6valuee pour chacune 
des conditions. Elle sera compar6e k I'histologie d'une condition tSmoin de 
r6f6rence correspondant d un 6plthelium non agressd non trait6. 

En pratique. 30 pi des compositions d tester sont d6pos6s 3 fois 
par jour 9 h. 13 h et d 17 h) directement d la surface des Equivalents 
com6ens pendant 15 minutes. AprSs cette p6rlode de contact, les 
compositions en excds sont 6llmln6es et les 6plth6llums mafntenus en 
incubation d 37»C sous atmosphere humide. 5 % CO2. Cette op6ration est 
rdp6tde tous les jours pendant 7 jours. Aux 2*"*. 4*™ et 7*'"^ jours 
d'exp6rlmentation, les Epitheliums reconstruits sont prEievEs pour effectuer 
I'analyse hisfologique. 
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Aux 2*"^. 4^™ et r*"'^ Jours d'exp6rimentation. les 6plth6liums sont 
fix6s par une solution de formaldehyde a 10 % puis Indus dans la parafRne, 
L'histologle des coupes color6es ^ l'hematoxyline/6osine est 6valu6e en 
microsoopie optique. 

L'dvaluaUon des propri6t6s cicatrlsantes des compositions 
trophlques est rdaliste par analyse histologlque des coupes et observation de 
la reparation de r§plth6lium au niveau de la lesion induiie par le scalpel. La 
localisation des l6sions est effectu6e par marquage a Tencre de Chine & la 
surface des 6pith6!lums de com6e avant d'efFectuer la coupe hlstologique 
(coupe transversale de P6plth6Ilum). 

L'interpr6tatlon histopathologique des coupes prend en compte 
repafsseur et la regularity du tissu epithelial ainsi que la morphologie. la 
cohesion et la capacfte des cellules d prolif6rer aprds le traumatisme oper6. 

Des photographies etablissent, pour cheque condition, les coupes 
transversales des epitheliums realis6es aux differentes etapes du traltement 

Dans le cas du Temoin (non traite, non agresse), on observe, au 
2*™ jour de culture, un epithelium vivace compose de 6 e 7 couches de 
cellules, reguBdres dans leur fonme (aspect pavlmonteux), jointlves. Au 7*™ 
jour de traltement, on observe un epaissrssement de i'6pith6lium fomie d'une 
dizaine de couches de cellules, toujours jointlves et r6gulieres. On note la 
presence d'une couche Iceratinisee en surface. 

Dans le cas du traitement avec la composition trophlque selon 
tableau 2, on observe, sur la photographle prise au 2*™ jour, la lesion realisee 
au niveau de repltheiium mettant e nu le support membranairB. Da part et 
d'autre de la piale, l'6pltheilum est vivace. II nV a pas de k6ratfnlsation. Au 4*^ 
jour, on observe une recoionisatlon cellulaire du support. L'6plth6lium comporte 
3 e 4 couches de cellules dont certaines sont en division. Au 7*"^® jour de 
traltement, on observe au niveau du repere realise d I'encre de Chine, un 
epithelium repare, oonfinu, fomie de plusieurs couches de cellules relativement 
regulieres (d'aspecl plus arrondl qiie dans le cas du Temoin), non necrosees. 
On note la presence d'une zone de keratinisation dans les couches 
superficielles. 

Dans le cas du traitement avec une solution saline tamponnee 
(PBS), on visualise au 2*™ jour la zone lesee marquee par une perte de 
substance Importante au niveau de repltheiium. Au 4*™ jour, repltheiium se 
reconstitue, compose seulement d'une d deux couches de cellules arrondles. 
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Au 7^ jour, r^pithdlium est r6par6, constitud de 5 d 6 couches de cellules, 
d'aspect arrondi, tungescentes pour certalnes, avec la presence de vacuoles. 

Dans les conditions exp6rimentales ainsi d6finles, la composftion 
trophlque permet la reconstltutlon d'un 6pith6llum de corn6e humain 
pr^alablement \§s6. L'6plth6llum r6pare est continu, vivace, pluristratifi6. 
compose de cellules jomtives et rdgufi^res. 

L'application d'une solution saline famponnde permet dgalement 
une reparation de r6pith6lium. Celuf-ci n'est cependant torm6 que de 3 d 4 
couches de cellules, t6moin d'une r6g6n6ration interieure d celle observ6e 
avec la composition trophique. D'autre part, ies cellules sont anrondies avec 
presence de noriibres vacuoles. 
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REVENDICATIONS 

1. Utflisation d'une base nutritive complexe en milieu aqueux, 
constitute au moins par una multiplicitt d'acldes aminds» des vitamines, des 
ol[go-616ments, et des sels mdtalHques, ladlte base exciuant tout facteur de 
croissance cellulaire, ou tout exbait biologique d'origine animale ou celiulaire, 
ou tout principe actif mSdicamenteux, en tant que medicament 
ophtalmologique, ou solution ophtaimique, pour une application au contact 
ext6rieur de roell chez Thomme ou I'animaL 

2. Utilisation d'une base nutritive complexe en milieu aqueux, 
constitute au moins par une multiplicity d'acides amtnds, des vitamines, des 
ollgo-tltments, et des sels mttaliiques, ladlte base exciuant tout facteur de 
croissance cellulaire, ou tout extrait biologique d'origine animale ou celluiaire, 
ou tout principe actif mddicamentaux, en tant que produit de traltement pour le 
stockage, ou la conservation, ou le transport ou la mise en ceuvre de pieces ou 
prothdses, par exemple lentilles de contact, agencies pour venir au contact de 
exttrieur de la cornte de i'csiip chez I'homme ou Tanimal. 

3. Utillsation selon la revendication 1, caractdrist en ce que ie 
mddicament ophtalmoioglque ou solution ophtalmologique consiste en une 
composition trophique en milieu aqueux comprenant la base nutritive 
complexe, un inhiblteur des collagenases de replthelium comden chez 
rhomme ou Panlmal, et un promoteur de la synthase du ntocollagdne. 

4. Uti'llsation selon la revendication 2, caracttrisd en ce que le 
produit de traltement consiste en une composition trophique en milieu aquex 
comprenant la base nutritive complexe, un Inhlbiteur des collagenases de 
rtplthelium comten chez I'homme ou Panimal, et un promoteur de la synthase 
du ndocollagdne. 

5. Utilisation selon la revendication 3 ou 4, caracttrist* en ce que la 
composition trophique est formulde pour dtablir un pH compris entre 7,3 et 7,5 
et une osmolarltd comprise entre 300 et 350 Osm. 

6. Utilisation selon la revendication 5, caracttrisee en ce que 
I'inhibtteur des collagenases est choisi dans le groupe constitut par la cysteine, 
la N-acetyl cysteine, et le sel de calcium de PEDTA. 

7. Utilisation selon la revendication 5. carac^risee en ce que 
rinhiblteur des collagenases est la N-acetyl cysteine. 
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8. Utilisation seion la revendlcation 5, caractdris^e en ce que 
llnliibiteur des collag^nases repr6sente au maximum 5 %, et de pr6f§rence 
antra 0,05 et 0,5 % en poids de la composition trophlque. 

9. Utilisation seion fa revendlcation 5, caract§ris6e en ce que le 
promoteur de la synthtee du n^ocoilag&ne est la proline ou Thydroxyproline. 

10. Utilisation eelon la revendlcation 5, caract^r1s6e en ce que ie 
promoteur de la synthase du n6ocollag6ne repr6sente au maximum 0,5 %, et 
de prdfdrence 0,004 % en poids de la composition trophlque. 

1 1 . Utilisation seion ia revendlcation 5, cardct6ris§e en ce qu'eile 
comprend de Tacide iiyaluronique, et/ou un sei de i'aclde hyaluronique, dans 
une proportion ponddrale totale de la composition trophlque. au plus 6gaie d 
0,1 %, et de prdf^rence dgale d 0,07 %. 

12. Utilisation seion fa revendlcation 5. caractdrisde en ce que ia 
composition tropique comprend un conservateur, dans une proportion 
pond^raie de ladite composition, au plus 6gale d 0,0001 %. 

13. Utilisation seion la revendlcation 12, caract^ris6e en ce que le 
conservateur est le polyhexanlde ou polyhexam6thyl6ne biguanlde. 

14. Utilisation seion la revendlcation 12, caractdrisde en oe que la 
composition trophlque rdpond d la formula d^crite par ie Tableau 2 dans ia 
description. 

15. Utilisation seion la revendicaflon 1, caract6ris6e en ce que le 
medicament ophtalmoiogique ou ia solution ophtaimologique est sous forme 
liquide, ou sous fomie sdche, c'est-d-dire pour reconstitution avec un milieu 
aqueux. 

16. Utilisation seion la revendlcation 2, caractdris6e en ce que le 
produit de traltement est sous forme liquide, ou sous forme sdche, c'est-d-dire 
pour reconstitution avec un milieu aqueux. 

17. Utilisation seion ia revendicatlon 1, caract6ris6e en ce que le 
medicament ophtalmoiogique ou la solution ophtalmoiogique est sous la fonme 
de gouttes ou de lamies regdndrantes, ou de gouttes de contort, ou de coliyre, 
ou de solution. 

18. Utilisation seion la revendicatlon 1, caract6risde en ce que la 
solution ophtalmique est une solution de confort 
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Blen que la revendl cation 1 concerne une m§thode de traltement du corps 
huma1n/an1ma1 , la recherche a §ti effectuee et bas§e sur les effets 
1mput§s au prodult/a la composition. 



Suite du cadre I.l 



- Methode de traltement therapeutlque du corps 
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Cadre I Observations - lorsqu'ii a M estfrnd qua cartalhas ravendteattona ne pouvalant paa feira I'objat d'una reeherch 9 
(suite du point 1 da ia premCdra fetiffle) 



Conformdment a raiUcle 1 7^}a), certalnes revendlcations iront paa feSt robjet d*une recharehe pour lea moUte sulvants: 

1. I X I Les revendlcations 

88 rapponant k un ob]et k regard duquel I'admimstFation n'est pas tenue de procdder & ta recherche, k savoln 

Blen que la revendi cation 1 concerne une methode de tralteinent du corps 
humain/animal, la recherche a €t4 eff©ctu6e et bas§e sur les effets Imputes au 
prodult/a la composition. 

2. I 1 Les revendication& 

se rapportent d dea parties da la demande mtemafionala qui ne remplisaent paa sufflsamment lea condltiona prBGcrllaa pour 
qu'une recherche algnlflcatlve pulaee dtre effecMa. en paitlcuirer: 



3. I I Le8revendlcBtlon8n<>" 

&ont dea revandicatlona ddpendantea et ne aont pas r^dlgdaa conformdment aux dlaposltlona de la deusd&me et da la 
trolslime phiaeea de la rh0B 6.4.a). 



Cadre II Observations - lorsqu'lf y a absence d'unltd de rinventlon (suite du point 2 de ia premidre feullle) 



L'adlminiatration charge de }a recherche Internationale a trouvd plusleura Inventions dane la dennande Internationale, iiaavoln 

voir feullle supplement aire 

1 . j I Oomme toutes les taxes additionnelles ont ats payi^as dans les d^lals par Ib d^posant, le present rapport de recharehe 
* — ' Internationale porte sur toutas les revendcattoia pouvant faire Tobjet d'una recherche, 

Comme ioutes lea recherches portant sur les revendicatfons qui a'y prdtalent cnt pu aire effectu^es aana effort partlculler 
Justifiant une taxe addltionneBe, radmintstratlon n'a aollidl^ la paiement tfaucune taxe de cette nature. 



rn ^^"^^^ aeulemant daa taxes addlUonneUaa demandtea a M pay6a dana las d6Ial3 par le ddposant, le present 

— ■ rapport de reeharchelntematlonflle na porte que aur lea rBverwDcatlons pour iBsqueVea tea taxas ont M paytes, & aavoir 
les revendoafiona n ^ 



4. I I Aucune laxe additlonnelle damandde n'a M pay^ dans les ddlals par le dgposant. En cons^ence. la pr^ent rapport 
' — ■ da recherche mtamationale ne porta qua aur llnvenfion mentionnde en premier lieu dana lea revendlcafiona; elle est 
oouverte par lea revendloaUona n ~ 



Reniarqua quant k ia rdaerve | [ Lea taxes addltlonnallaa ^talent aooompagn^es tf une reserve de la part du d^posar : 

[~[ Le paiement dea taxes adtiBtlonneQas n'^taft assorti d'aucune r^rva. 
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